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論文内容の要旨
口腔をはじめとする一連の消化管は， ヒトが最初に大量の異物と接触し，また絶え間のない微生物感染の場であるo
口腔を含む消化管粘膜では循環器を介する全身系とは異なる独特の免疫応答が引き起こされる。例えば分泌型の
IgA は，粘膜分泌液中に高濃度に含まれ，粘膜面での防御に役立っているが，血液中では低濃度にしか認められな
い。これは消化管の粘膜関連リンパ組織が胸腺や骨髄とは異なった免疫中枢として機能分化しているためと考えられ
ている o 最近，消化管が胸腺外 T 細胞分化の重要な場であることが示唆されており，また， B 細胞についても消化管
で抗原と接触することにより分化・成熟することが明らかにされた。
病原性 Escherichia coli 感染に際して重要なビルレンス因子とみなされる易熱性毒素 (L T) は，通常の食餌性タ
ンパク質とは異なり，体液性免疫応答を誘発する。 LT は抗毒素抗体の産生のみならず，毒素と共に経口投与した
別種のタンパク質に対する体液性免疫をも冗進させることが報告されているo しかし， LT を経口投与した場合に，
消化管リンパ節で展開される T 細胞レパトアの選択や分化のプロセス，さらに B 細胞との相互作用については謎の
ままである O 本研究は， LT をモデ、ル抗原として，分泌型 1 gA の合目的誘導制御のしくみを正常およびパイエル板
欠損マウスを用いて，おもに T 細胞レパトアの選択・分化を中心lこ細胞生物学的に解析した。
【研究方法】
1 .抗原の精製:ヒトより分離された E. coli の LT 遺伝子のうち，抗原性を有する B サブユニットをコードす
る LT-B 遺伝子を高発現ベクターに組み換え， isopropyl匂トthio-β 心-galactoside (IPTG) 存在下で LT-B を大腸菌
に発現させ，その菌体破砕物よりカラムクロマトグラフィーを用いて分離精製した。精製 LT-B は， SDS ポリアクリ
ルアミド電気泳動と，抗 LT-B 抗体を用いたウエスタンプロットにより 1 1. 6 kDa の単一バンドを示すことが確認さ
れた。
2. 免疫法:得られた LT-B を25μg ずつ，ハプロタイプの異なる BALB/c マウス (H- 2 d )および C57BL/ 6 マ
ウス (H-2 b)，さらにパイエル板を欠如する ALY マウス (αly/αly; H-2 b) に l 回経口投与し，血清中および糞
便中の LT-B 特異的抗体価を，経時的にサブクラス別に ELISA 法にて測定した。
3. 抗原特異的な増殖刺激の測定: BALB/c マウスに向上の方法で免疫し，パイエル板から CD4陽性 T 細胞およ
び CD8陽性 T 細胞をパンニング法により分離し，抗原提示細胞と抗原と共に培養し，経時的に (3HJ チミジンの取
り込みを測定した。
4. 抗原特異的サイトカイン発現の測定ぃ LT-B で経口免疫した BALB/c マウスのパイエル板 CD4陽性 T 細胞を
抗原提示細胞と抗原とともに培養し，経時的に RNA を抽出し，サイトカイン特異的プライマーを用いて， Reverse 
transcription (RT)-PCR 法によりその発現を検討した。さらに，サイトカイン mRNA の発現量は，内部標準相補
RNA の存在下で RT-PCR 法で増幅した PCR 産物を分析し定量化した。
5. LT-B 特異的 T 細胞クローンの樹立:上記の方法でパイエル板 CD4陽性 T 細胞を抗原提示細胞と抗原とともに
培養し限界希釈法により LT-B 特異的な T 細胞クローンを樹立した。各 T 細胞クローンは，フローサイトメトリー
によりその表面抗原を解析し，また RT-PCR 法によりそのサイトカイン遺伝子の発現を測定した。
6. T 細胞クローンによる B 細胞活性化の測定:確立した T 細胞クローンまたはその培養上清の B 細胞のポリク
ローナル抗体産生に対する影響を調べるため， B細胞培養系にこれらを加え，上清中に産生される抗体をサブクラス
およびアイソタイプ別に ELISA 法にて測定した。
【結果と考察】
LT-B をマウスに経口投与すると， BALB/c および C57BL/6 マウスでは，免疫後 2 週目で， LT-B 特異的な血清
IgG と糞便中の分泌型 IgA の著しい産生増強が認められた。しかし，バイエル板を欠損した ALY マウスでは，わず
かに IgM 抗体の産生が認められるものの， LT-B 特異的な抗体産生はほとんど認められなかった。そこで， BALB/c 
マウスのパイエル板 T 細胞を分離し試験管内で抗原刺激を加えたところ， CD4陽性 T 細胞のみが，経時的に増殖
していることが明らかとなった。 RT-PCR 法によりこの CD4陽性 T 細胞のサイトカインプロフィールを解析すると，
インターフェロン(lFN) ー γ ，インターロイキン(lL) ー 2 ， 4 , 5 , 6 の産生が増強されており， T へルパー (Th)
1 および Th 2 タイプ双方の CD4陽性 T 細胞が活性化されていた。さらにこの発現量を定量的に解析すると，培養 3
日目でまず Th 1 タイプが，さらに 6 日目で Th 2 タイプのサイトカイン遺伝子の発現が上昇することが明らかとなっ
た。次に限外希釈法を用いて LT-B 特異的 T 細胞クローンの樹立を試み， 3 個のクローンが分離された。 IL- 2 存在
下で樹立したこれらのクローンは，サイトカイン特異的 ELISA 法および RT-PCR 法によりいずれも IFN-γ のみを
強く発現すること，また， フローサイトメトリーによる表面抗原の解析により， CD3+ , CD4+ , CD8- , B220- の性質
を示しへルパー T 細胞であることを明らかにした。つぎに，試験管内でリポ多糖 (LPS) で刺激を加えた B 細胞に
各クローンまたは培養上清を加えると，いずれのクローンにおいてもポリクローナル IgG2a の産生量が LPS 単独刺
激の B細胞と比較して約300倍以上に増加し，また，この系に抗 IFN句 7 抗体を加えると， IgG2a の産生が抑制され
ることが示された。
以上の結果より，パイエル板はタンパク抗原を経口的に摂取した場合，それに対する抗原抗体反応が最初に起こる
場として最も重要な働きを担っていることが明らかとなった。さらに， LT-B は腸管パイエル板の CD4陽性 T 細胞を
特異的に活性化し，活性化 CD4陽性 T 細胞の Th 1 および Th 2 双方を介することにより B 細胞に抗原特異的な抗体
産生を促し粘膜免疫応答を行っていることが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
本論文は，経口的に投与された抗原に対する粘膜面への特異抗体の誘導機序について，大腸菌の産生する易熱性毒
素 (LT-B) をモデ、ル抗原として，免疫学的および細胞生物学的に検討したものである D
その結果， LT-B を経口的に投与すると，腸管パイエル板に存在する Th 1 および Th 2 型のへルパー T 細胞が顕著
に活性化され， これらの細胞の産生するサイトカインを介して LT-B 特異抗体が粘膜面へ効率的に誘導されることを
明らかにした。この業績は，消化管における粘膜免疫機構の一端を明らかにしたものとして評価でき，博士(歯学)
の学位請求に値するものと認められる。
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